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I 
 
摘要 
Rho 家族 GTPase 做为细胞内许多信号通路中重要的分子开关，在调节细胞
骨架、细胞极性、细胞周期等生物学过程中发挥着极其重要的作用。近年来发现
的新成员 Rnd 亚家族是一类非典型的 Rho GTPases。Rnd 亚家族只存在与 GTP 结
合活性形式而没有 GDP 结合的非活性形式。RhoE (Rnd3)可以与 RhoA的 GAP-p190
结合而拮抗 RhoA 并且是这个亚家族中第一个被发现的蛋白。目前已有一些文献
报道在 DNA损伤过程中 RhoE蛋白水平上调因此预示着 RhoE在 DNA 损伤检测点
扮演重要的角色。但对 DNA 损伤过程中 RhoE 蛋白的分子调控机制及参与的信号
通路研究得并不清楚，关于 RhoE蛋白稳定性的调控机制的报道较少。 
在本论文中，我们发现了对 RhoE蛋白水平调控的重要方式：由 HECT 家族
经典的 E3 泛素连接酶 Smurf2 介导的 RhoE蛋白泛素化降解。并且当细胞感受到
DNA 损伤后导致 MEK 与 Smurf2 的结合增强导致 Smurf2 的活性受到抑制因而
导致 RhoE 的蛋白水平上调。过表达或敲低 Rnd3 后处理 MMS 均会导致细胞基
因组稳定性降低，因此预示着 RhoE在 DNA 损伤检测点中起“门槛”的作用。 
因此，本文发现了一个 E3 泛素连接酶 Smurf2 通过泛素化修饰调控 Rnd3 蛋
白稳定性从而调控细胞在 DNA 损伤过程中导致的基因组稳定性改变的分子机制，
为进一步深入了解 RhoE 在 DNA 损伤检测过程中的分子机理提供了理论基础和
实验依据。 
 
 
 
 
 
 
关键词：Rnd3；Smurf2；DNA 损伤； 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Abstract 
 
II 
Abstract 
Rho small G protein family is classical molecular switch and plays a very important 
role in lots of signaling transduction pathways including cytoskeleton regulation, cell 
porlarty and cell cycle. Rnd subfamily is a atypical member of Rho proteins because 
Rnds always bind to GTP and do not switch back to a GDP binding form. RhoE was 
identified by its interaction with p190 RhoGAP and resistant to RhoA activity. Plenty 
of studys implied that the protein level of RhoE was up-regulated response to DNA 
damage stress and RhoE was involved in DNA damage checkpoint regulation. 
However, the molecular and cellular mechanisms of DNA damage induced 
up-regulation and the mechanisms that regulate Rnd3 stability remain largely 
unknown. 
Our study found that Smurf2 mediates RhoE ubiquitination and MMS treatment 
supresses RhoE E3 activity by enhancing MEK and Smurf2 interaction resulting in 
the up-regulation of the protein level of RhoE. In addition, improper RhoE expressing 
level leads to genomic stability stress, which indicates a threshold role of RhoE in 
DNA damage response. 
we identified the mechanism that Smurf2 mediates RhoE degradation to control 
genomic stability during DNA damage. In addition, our results provide the 
fundamental mechanistic explanation for further research on RhoE. 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: Rnd3;  Smurf2;  DNA damage; 
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常用英文缩写词 
 
蛋白酶复合体（Ubiquitin-proteasome system，UPS） 
泛素活化酶（Ubiquitin activating enzyme）E1 
泛素结合酶（Ubiquitin conjugating enzyme）E2 
泛素连接酶（Ubiquitin ligase）E3 
HECT（Homologous to E6- associated protein Carboxyl-Terminus） 
RING（Really Interesting New Gene） 
TGF-β（Transforming growth factor-β） 
鸟嘌呤核苷交换因子（Guanine nucleotide exchange factor,GEF） 
GTP 酶激活蛋白（GTPase activating protein，GAP） 
鸟嘌呤核苷解离抑制蛋白（Guanine nucieotide dissociation inhibitor，GDI）
TGF-β（Transforming growth factor-β） 
碘化丙啶（Propidium Iodide，PI） 
甲基磺酸甲酯 （Methyl methanesulfonate，MMS） 
4,6-二脒基-二苯基吲哚（4,6-diamino-2-phenyl indole，DAPI） 
二甲基亚砜（Dimethylsulphoxide，DMSO） 
十二烷基磺酸钠（Sodium dodecyl sulfonate，SDS） 
磷酸缓冲液（Phosphate-buffered saline，PBS） 
乙二胺四乙酸（Ethylene diaminetetracetic acid，EDTA） 
二硫苏糖醇（DL-Dithioerythreitol，DTT） 
聚丙烯酰胺凝胶电泳（Polyacrylamide gel electrophorisis，PAGE） 
DMEM培养基（Dulbecco’s Modified Eagles’ Medium，DMED） 
小牛血清白蛋白（Bovine Serum Albumin，BSA） 
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1 前言 
1.1 Rnd3(RhoE) 
1.1.1 Rnd基因的发现与结构 
1.1.1.1 Rho 亚家族的简介 
真核细胞中 Rho GTPases (Ras homologous)在多条信号通路中起着分子开关的重要
作用[1]。起初这类分子开关被人们广泛熟知是因为他们细胞骨架的调控中发挥功能。
但是他们的功能远不止于此。Rho GTPases 可以影响细胞极性，微管运动，膜泡运输以
及转录因子活性调控。Rho GTPases 之所以被称为“分子开关”是因为 Rho GTPase 存
在两种形式：与 GTP 结合的活性形式以及与 GDP 结合的非活性形式，通过在这两种形
式之间的转换来发挥其生物学功能。目前已经鉴定出了三种调控分子可以对 Rho 
GTPases 进行活性和非活性之间转换 [2]。第一种：鸟嘌呤核苷酸解离抑制因子
（RhoGDIs）,这类抑制因子可以与 GDP 形式的 Rho GTPases 结合从而使 Rho GTPases
处在失活的状态[3, 4]。第二种：鸟嘌呤核苷酸转换因子（GEF）,他们通过促进 GDP/GTP
之间的转换从而激活 Rho GTPases[5]。第三种：GTP 酶激活蛋白（GAPs）, GTP 酶激活
蛋白对 Rho GTPases 的调控机制是通过促进 GTP 水解为 GDP 使 Rho GTPases 重新回到
非活性形式（图 1.1）[6]。 
目前至少已有 20 多个成员被鉴定，例如 RhoA,Rac1,Cdc42,RhoE。在功能上：RhoA
影响肌动蛋白应力纤维和粘着粒的形成；Rac1 与片状伪足，细胞运动相关；Cdc42 则
可以诱导细胞肌动蛋白微端丝和丝状伪足的形成[2, 7]。而且在 cos-7 细胞中 Rac1,Cdc42
可以激活 JNK 但是不影响 MAPK 的活性[8]。RhoE 则可以通过结合并抑制 ROCK1 从
而影响微丝骨架纤维[9]。 
此外 Rho GTPases 在其他生物学功能上也发挥重要的作用。例如：Rho,Rac,CDC42
还可以调控一些基因的转录。已经有大量的文献报道 Rac 和 CDC42 可以激活 JNK 和
P38 这条 MAPK 信号通路[2]。RhoE 是 P53 的下游靶基因，当细胞处在基因毒性例如
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DNA 损伤的时候，RhoE 可以抑制由 ROCK1 调控的细胞凋亡，因此 RhoE 在细胞凋亡
中也发挥作用[9]。 
 
图 1.1Rho 蛋白的活性调控 
Fig.1.1 The Rho GTPase cycle 
 
1.1.1.2 Rnd 基因的简介 
Rnd 亚家族是一类非典型的 Rho GTPases（图 1.2）[10]。其成员有 Rnd1、Rnd2 以
及 Rnd3（RhoE）。与其他的 Rho GTPases 不同，首先体现在与 GDP/GTP 结合形式上：
Rnd 亚家族只存在与 GTP 结合活性形式而没有 GDP 结合的非活性形式这是由于 Rnd1
和 Rnd3 的 GTP 转换形式很快，与 GDP 的亲和性极低，并且他们的 GTPasede 的活性
很低[11]。其次在生物学功能上，Rnd 亚家族对细胞骨架肌动蛋白的作用与其他 Rho 家
族成员所起的作用相反，在成纤维细胞中 Rnd 亚家族可以使肌动球蛋白收缩纤维以及
细胞黏着斑解聚从而导致细胞变圆，由于在英文中“变圆”为“round”，由此而取名
字”Rnd”[12]。 
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图 1.2Rho 家族成员 
Fig.1.2 The Rho family in humans 
 
1.1.1.3 Rnd3基因的发现 
Rnd 亚家族的三个成员在序列上有 54~63%的同源性，与 Rho 的同源性大约为 45~49%
（图 1.3，图 1.4），但与 Rac1、CDC42 的同源性比较低约为 40%[11] 。Rnd 亚家族与
Rho GTPases 的其他成员在分子量上也是稍有差距的，Rnd 亚家族的三个成员的分子量
大约为 32KD，稍大于其他的成员。而且 Rho GTPases 的其他成员的 pI 约为 5.5~6,8，
Rnd 蛋白的 pI 约为 8.1~8.7。[2]  
Rnd 目前只有在脊椎动物中有表达，例如哺乳动物，鸟类，有爪蟾蜍。在海鞘类生
物中却找不到 Rnd 的直系同源物 [13, 14] 。Rnd3(RhoE)由于可以与 RhoA 的
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GAP---p190RhoGAP 结合而成为了这个亚家族中第一个被发现的蛋白[15]。但与 RhoA
不同的是 RhoE 并不是结合在 p190RhoGAP 的 GAP-domain 而是结合在这个蛋白的中心
区域。虽然 RhoE 在各种组织中的含量很低，但是却可以被多种信号诱导表达。而且在
不同种类的细胞中 RhoE 的表达量差异也很大，例如在前列腺中 Rnd3 的表达量较高然
而在前列腺癌中却是低表达。Rnd1 主要分布在脑组织和肝脏中。Rnd2 则主要在睾丸中
表达[2]。在脑组织中三种 Rnd 蛋白都有表达，而且研究发现 Rnd 蛋白参与神经元的轴
突信号传递过程，因此 Rnd 蛋白在脑发育中也扮演着重要的角色。 
在表皮细胞和上皮细胞中 Rnd1 和 Rnd3 与钙粘素在黏着连接处共定位（A new 
member of the Rho family, Rnd1, promotes disassembly of actin filamentstructures and loss 
of cell adhesion）。幽闭于此的 Rnd 蛋白是否处于失活的状态还未得到验证，当然也有可
能他们处于活性状态来维持黏着连接。Rnd3 不止定位在胞质和膜结构上，有文献报道
RhoE 也定位在高尔基体上[16]。 
 
 
图 1.3Rnd 蛋白的进化史 
Fig.1.3 The emergency of Rnds during evolution 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
1 前 言 
5 
 
 
图 1.4 Rnd 蛋白与 RhoA 的蛋白序列比对 
Fig.1.4 Alignment of Rnds compared with RhoA 
 
1.1.2 Rnd3蛋白的结构与修饰 
Ras 超家族的绝大多数成员具有一个可以与 GDP 或者是 GTP 结合核心结构域，这
个结构域在 Ras 超家族中是极为保守的。但是每个成员由于具备各自特殊的亚细胞定位
因此这个结合 GDP/GTP 的核心结构域的 N-端和 C-端具备各自的特点。Rnd 亚家族的
GTP 结合核心结构域与 Rho 亚家族的相似：在核心结构域附近有一段 3-turn alph-螺旋。
然而由于在一些关键位点上与 Rho 亚家族不同，导致 Rnd 亚家族在生物体中发挥着截
然不同的功能，同时也预示着 Rnd 亚家族不是“分子开关”[2, 15-18]。 
Ras 超家族和 Rho 亚家族的成员除了具有极为保守的 GDP/GTP 结合结构域之外，他
们在 C-端还具有另外一个极为保守的 CAAX（C=Cys，A=aliphatic，X=任意氨基酸）
四肽结构。CAAX 四肽结构是三种蛋白质翻译后修饰的信号肽。这三种修饰分别
是：烯化作用，解朊作用，甲基化作用。Rho 亚家族可以在 C-端发生四异戊二烯化，
这种修饰与他们的膜定位及发挥活性是相关的。然而 Rnd 亚家族可以发生法尼基化修
饰。在细胞内源表达水平上 Rnd 亚家族主要与膜结合，而几乎没有发现与 GDI 结合。 
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1.1.3 Rnd3的生物学功能 
1.1.3.1 Rnd3蛋白与细胞骨架 
Rnd 蛋白在多种类型细胞包括成纤维细胞、表皮细胞以及神经细胞中都可以发挥调
控细胞骨架的作用。Rnd1 和 Rnd3 在成纤维细胞中对肌动蛋白细胞骨架的作用极为相似。
用溶血磷脂酸（LPA）处理成纤维细胞时，应力纤维会聚集在一起（A new member of the 
Rho family, Rnd1, promotes disassembly of actin filamentstructures and loss of cell 
adhesion），但是当在细胞中过表达 Rnd1 时应力纤维聚集成簇的现象被抑制，应力纤维
会消失取而代之的是较为稀疏的肌动蛋白网状结构的形成（图 1.5）。肌动蛋白呈小点状
聚集在这个网状结构的结点上。并且 Rnd 的过表达还可以导致细胞与基底层之间的链
接--黏着斑的丢失。当细胞丢失这些黏连后就不能呈伸展状态，细胞会变圆。但是由于
还有少量的链接形式存在，所以导致细胞形态为星型。在表皮细胞中 Rnd1 的表达也可
以导致位于基底层黏着斑的基底应力纤维的丢失。但是，Rnd3 的表达可以导致细胞发
生迁移，这有可能是因为黏着斑的转变行以及可以与应力纤维相连接导致的。有趣的是
Rnd 蛋白在神经细胞中在肌动蛋白细胞骨架方面的生物学功能与 Rho 蛋白起拮抗的作
用。活性形式的 Rho 蛋白可以促进神经突触收缩，但 Rnd1 却是在神经突触的伸展方面
起作用[19, 20]。Rnd2 可以诱导树突的分枝。            
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